Búsqueda de nuevos analgésicos mediante modulación
del canal iónico TRPV1 implicado en mecanismos de
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en	 la	 detección	de	 estímulos	nocivos	de	naturaleza	mecánica,	 térmica	 y	 química,	 dando	 lugar	 a	 la	
sensación	 de	 dolor	 nociceptivo.	 Adicionalmente,	 su	 actividad	 se	 ha	 visto	 incrementada	 bajo	




rendimiento	 han	 permitido	 su	 identificación	 inicial,	 a	 partir	 de	 la	 cual	 continuar	 con	 el	 estudio	 de	








The	TRPV1	 ion	channel	 is	a	potential	 therapeutic	 target	 in	 the	search	 for	new	analgesics	due	to	 its	
involvement	 in	mechanisms	 of	 nociceptive	 signal	 transduction.	 Specifically,	 they	 participate	 in	 the	
detection	 of	 noxious	 stimuli	 (mechanical,	 thermal	 and	 chemical),	 giving	 rise	 to	 nociceptive	 pain	
sensation.	 Additionally,	 its	 activity	 is	 increased	 under	 pathological	 conditions	 of	 pain	 and	
inflammation,	thus	 its	modulation	 is	a	challenge	 in	the	generation	of	new	safer	and	more	effective	
therapies.	Throughout	this	work,	there	has	been	progress	in	the	pharmacological	characterization	of	
compounds	derived	 from	capsaicin,	all	of	 them	modulators	of	 this	 receptor,	either	with	agonist	or	
antagonist	activity.	High	throughput	screening	techniques	have	allowed	an	initial	identification,	from	

































































y	 transmitir	 estas	 señales,	 coordinando	 y	 modificando	 su	 comportamiento	 como	 respuesta.	 Este	
fenómeno	es	conocido	como	somatosensación,	e	incluye	la	detección	de	estímulos	nocivos	mecánicos,	





del	 cuerpo	 recogiendo	 datos	 sensoriales.	 De	 este	 modo,	 aquellas	 neuronas	 sensitivas	 primarias	
responsables	de	la	nocicepción	son	conocidas	como	nociceptores,	y	su	activación	genera	la	sensación	
de	dolor[4].	El	proceso	de	nocicepción	comienza	con	la	activación	de	receptores	específicos	por	parte	











ocasiones	puede	perder	 su	 significado	de	alerta	 inicial,	 convirtiéndose	en	un	dolor	patológico.	 Por	
consiguiente,	 si	 el	 dolor	nociceptivo	 se	prolonga	en	el	 tiempo	puede	 transformarse	en	 crónico,	 en	
ocasiones	debido	a	lesiones	tisulares	y	sensibilización	de	la	región	afectada,	tratándose	de	un	dolor	
inflamatorio.	 Los	 síntomas	 de	 este	 estado	 de	 sensibilización	 son	 la	 alodinia,	 un	 fenómeno	 donde	
estímulos	normalmente	inocuos	dan	lugar	a	una	sensación	desagradable,	y	la	hiperalgesia,	cuando	se	
produce	un	incremento	en	el	dolor	sufrido	durante	un	estímulo	normalmente	capaz	de	provocar	dolor	





De	forma	paralela	a	 la	evolución	de	la	 idea	de	dolor,	 la	humanidad	ha	intentado	luchar	contra	esta	
sensación	tan	incómoda	y	a	su	vez	compleja,	apareciendo	el	concepto	de	analgesia.	Con	el	paso	del	
tiempo,	se	ha	buscado	eliminar	la	sensación	de	dolor,	empleando	para	ello	diversos	analgésicos,	desde	
el	 consumo	 de	 opio	 hasta	 productos	 de	 síntesis	 química.	 Concretamente,	 en	 los	 últimos	 años	 el	
tratamiento	 del	 dolor	 se	 ha	 basado	 en	 el	 empleo	 de	 dos	 tipos	 de	 fármacos:	 antiinflamatorios	 no	









descubrimiento	 de	 los	 canales	 iónicos	 TRP	 ha	 representado	 una	 revolución,	 revelando	 un	 nuevo	
sistema	 complejo	 capaz	 de	 regular	 los	 mecanismos	 moleculares	 del	 dolor[4].	 De	 este	 modo,	 la	
superfamilia	 TRP	 presenta	 la	 posibilidad	 de	 desarrollo	 de	moduladores	 de	 su	 actividad	 con	 efecto	


















y	 vertebrados.	 En	 lo	 que	 respecta	 a	 mamíferos,	 actualmente	 está	 compuesta	 por	 28	 receptores,	
distribuidos	en	6	subfamilias:	TRPC1-7	(canonical),	TRPM1-8	(melastatin),	TRPV1-6	(vanilloid),	TRPA1	























TRP	 humanos[10].	 Resultado	 de	 análisis	 de	
homología	 de	 secuencias,	 donde	 las	 diversas	
subfamilias	se	representan	en	colores	distintos.	


























Presentan	 una	 gran	 variedad	 de	mecanismos	 de	 activación,	 desde	 la	 unión	 de	 ligandos,	 voltaje	 y	
temperatura,	hasta	modificaciones	covalentes	en	residuos	nucleofílicos[10].	Figura	2.	En	cuanto	a	su	
distribución	tisular,	se	encuentran	ampliamente	expresados	en	diversos	tejidos	y	tipos	celulares,	razón	
por	 la	cual	 juegan	un	papel	 importante	en	 fisiología	sensorial,	ya	que	además	de	 la	nocicepción	se	
encuentran	 relacionados	con	olfato,	oído,	visión,	 tacto	u	homeostasis	 iónica	y	 térmica.	Numerosos	
estudios	han	hallado	relaciones	entre	los	canales	TRP	y	un	amplio	rango	de	enfermedades	humanas,	





procesos	 nociceptivos	 e	 inflamatorios	 mostradas	 por	 ratones	 knockout,	 validan	 este	 receptor	
vanilloide	como	una	diana	terapéutica	potencial	en	la	búsqueda	de	nuevos	analgésicos[9,13].	
Figura	2	|	Canales	iónicos	TRP	como	nocisensores[5].	Las	neuronas	sensoriales	expresan	receptores	
TRP.	 Entre	 ellos,	 canales	 catiónicos	 pertenecientes	 a	 la	 subfamilia	 V	 (TRPV1,	 TRPV3	 y	 TRPV4)	
responden	ante	temperaturas	elevadas,	mientras	TRPV2	 lo	hace	frente	a	 temperaturas	extremas.	
Los	ácidos	son	activadores	de	TRPV1	y	las	bases	de	TRPA1,	un	quimiorreceptor	capaz	de	responder	
ante	 una	 gran	 diversidad	 de	 compuestos	 químicos.	 En	 cuanto	 a	 TRPM8,	 es	 activado	 por	 el	 frío	
ambiental,	mientras	TRPA1	también	se	relaciona	con	la	hiperalgesia	al	frío.	La	activación	de	cualquier	







Actualmente	 uno	 de	 los	 miembros	 de	 la	 superfamilia	 TRP	mejor	 conocido,	 el	 canal	 iónico	 TRPV1	
pertenece	a	la	subfamilia	V,	debido	al	anillo	vanilloide	característico	de	su	ligando	natural.	Fue	clonado	









































alta	 resolución,	 los	 cuales	 resultan	 esenciales	 para	 la	 función	 del	 canal.	 Por	 otro	 lado,	 el	 extremo	
carboxi-terminal	se	encuentra	formado	por	145	aminoácidos,	entre	los	que	contiene	una	secuencia	de	
25	residuos	altamente	conservados	en	la	superfamilia	TRP,	conocida	como	dominio	TRP.	Esta	región	
ha	 sido	ampliamente	descrita	 como	un	dominio	 importante	en	 la	 apertura	del	 canal;	 en	 concreto,	
incluye	una	región	rica	en	prolina	y	una	secuencia	de	seis	residuos	conservados	denominada	TRP	box.	
Esta	 región	 ha	 sido	 relacionada	 con	 la	 detección	 de	 estímulos	 sensoriales	 y	 la	 apertura	 del	 poro,	
mientras	el	dominio	TRP	también	lo	ha	sido	con	la	tetramerización	del	canal,	aunque	este	fenómeno	
continúa	 siendo	 una	 controversia,	 debido	 a	 que	 se	 han	 hallado	 otros	 motivos	 implicados	 en	 la	
asociación	de	subunidades	del	canal	TRPV1[16].	Figura	3C.	Finalmente,	se	han	encontrado	interacciones	
entre	este	extremo	C-terminal	 y	 ciertas	proteínas,	 algunas	 implicadas	en	el	 tráfico	de	membranas,	
como	Snapin,	y	otras	en	la	estabilización	del	canal	en	la	bicapa	lipídica,	como	Whirlin[17].	
	
	 	 1.3.2.	 Modulación	
	
La	 capsaicina	 ha	 suscitado	 un	 gran	 interés	 durante	 siglos	 debido	 a	 sus	 notables	 propiedades	
medicinales.	 El	 descubrimiento	 de	 su	 receptor,	 la	 proteína	 TRPV1,	 provocó	 el	 desarrollo	 de	
moduladores	de	su	función,	ya	sean	con	actividad	agonista	o	antagonista[9,14].	Además	de	la	capsaicina,	
otros	compuestos	vanilloides	como	la	resiniferatoxina	(RTX)	son	capaces	de	activar	este	tipo	de	canal.	






Por	 ello,	 se	 han	 realizado	 numerosos	 estudios	 de	 estructura-función	 con	 el	 fin	 de	 identificar	 los	
mecanismos	de	apertura	subyacentes	a	su	importancia	en	la	nocicepción[16].	De	este	modo,	análogos	
de	capsaicina	y	distintas	especies	animales	insensibles	a	ella	se	han	empleado	para	hallar	el	sitio	de	
unión	 de	 compuestos	 vanilloides,	 localizado	 en	 un	 loop	 citoplásmico	 entre	 los	 segmentos	






















probabilidad	 de	 apertura	 muy	 baja	 a	 potenciales	 de	 membrana	 fisiológicos,	 siendo	 las	 bases	
estructurales	responsables	de	esta	respuesta	todavía	inciertas.	Sin	embargo,	 la	capsaicina	y	el	calor	






Finalmente,	 a	 pesar	 de	 numerosos	 esfuerzos	 realizados	 en	 la	 determinación	 de	 aquellas	 regiones	
responsables	de	la	sensibilidad	de	TRPV1	frente	a	la	temperatura,	todavía	no	se	encuentra	conocida	
por	completo.	Algunos	autores	relacionan	los	extremos	N-terminal	y	C-terminal	con	esta	respuesta,	























	 	 1.3.4.	 Localización	tisular	
	
Una	gran	diversidad	de	tejidos	presentan	la	capacidad	de	expresar	el	nocisensor	TRPV1.	Sus	niveles	
más	 altos	 se	 encuentran	 en	 neuronas	 somatosensoriales	 primarias,	 cuyos	 cuerpos	 celulares	 se	
localizan	en	ganglios	de	la	raíz	dorsal	(DRG),	ganglios	del	trigémino	(TG)	y	ganglios	nodosos	(NG)[11].	
Además,	el	canal	TRPV1	se	expresa	de	manera	predominante	en	neuronas	peptidérgicas	y,	en	menor	
extensión,	 en	 nociceptores	 no	 peptidérgicos	 de	 diámetro	 pequeño	 y	 mediano.	 En	 cuanto	 a	 las	
primeras,	las	neuronas	peptidérgicas	presentan	una	gran	importancia	en	el	desarrollo	de	la	inflamación	
y	el	dolor	neurogénico;	en	cambio,	las	neuronas	no	peptidérgicas	desempeñan	un	papel	fundamental	









celular	 y	 tisular,	 sobre	 todo	 en	 neuronas	 de	 diámetro	 pequeño	 y	 mediano	 del	 sistema	 nervioso	
















Estos	 mediadores	 activan	 sus	 receptores	 correspondientes	 expresados	 en	 neuronas	 sensoriales	 y	
producen,	de	este	modo,	una	gran	variedad	de	rutas	de	señalización	intracelulares	las	cuales	resultan	
en	la	activación	de	proteínas	quinasas,	como	la	proteína	quinasa	A	(PKA),	proteína	quinasa	C	(PKC)	o	
quinasas	 II	 dependientes	de	Ca2+/calmodulina	 (CaMKII);	 y	 fosfolipasas,	 como	 la	 fosfolipasa	C	 (PLC).	
Dichas	proteínas	son	capaces	de	fosforilar	y	desfosforilar	determinados	residuos	del	nocisensor	TRPV1,	
produciendo	la	sensibilización	de	estos	canales.	De	este	modo,	generan	cambios	en	la	percepción	del	
estímulo,	 es	 decir,	 aumentan	 su	 probabilidad	 de	 apertura	 bajo	 condiciones	 de	 potenciales	 de	
membrana	normales	o	en	respuesta	a	otros	estímulos	(incluyendo	respuestas	exageradas	a	estímulos	
nocivos	medios	y/o	respuestas	ante	estímulos	no	nocivos,	fenómenos	conocidos	como	hiperalgesia	y	
alodinia,	 respectivamente)[6].	 Por	 último,	 durante	 un	 proceso	 inflamatorio	 también	 se	 produce	 un	
aumento	en	la	expresión	de	TRPV1,	a	su	vez	dando	lugar	a	un	mayor	número	canales	en	la	membrana	













Figura	 5	 |	 Sensibilización	 del	 receptor	
TRPV1	debido	a	diferentes	estímulos[26].	
Los	 mecanismos	 de	 transducción	
consisten	en	 rutas	 tanto	directas	 como	
indirectas.	El	canal	 iónico	TRPV1	puede	
ser	 activado	 directamente	 por	 calor	 o	
indirectamente	a	través	de	compuestos	
químicos	producidos	 por	 diversos	 tipos	
celulares,	entre	ellos	células	epiteliales,	
leucocitos	 polimorfonucleares	 (PMNL),	
mastocitos	 o	 neuronas	 simpáticas	
postglanglionares	 (SPGN).	 Estas	 células	
son	 capaces	 de	 liberar	 factores	 de	


















amplia	 diversidad	 de	 tejidos,	 permitiendo	 su	 implicación	 en	 el	 tratamiento	 de	 patologías	 muy	
distantes,	como	por	su	actividad	influenciada	por	una	amplia	diversidad	de	ligandos	químicos,	desde	







receptor	 TRPV1,	 el	 cual	 será	 incapaz	 de	 ser	 activado	 por	 estímulos	 nocivos	 posteriores.	 Entre	 los	
productos	 comercializados	 actualmente	 se	 encuentran	 parches	 y	 cremas	 de	 capsaicina	 tópica,	 los	
cuales	han	mostrado	efectos	analgésicos,	pero	también	inconvenientes	asociados	a	la	activación	inicial	
del	canal	iónico,	tales	como	ardor,	prurito,	irritación	y	disminución	o	pérdida	de	eficacia	debido	a	la	
interrupción	 del	 tratamiento.	 Adicionalmente,	 estudios	 han	 demostrado	 que	 la	 aplicación	 de	
capsaicina	de	forma	continua	en	pacientes	de	dolor	crónico	es	potencialmente	cancerígena[28].	
	
En	 cuanto	a	moduladores	 con	actividad	antagonista,	una	gran	variedad	de	 compuestos	potentes	 y	
selectivos	 para	 el	 canal	 TRPV1	 han	 demostrado	 eficacia	 en	 modelos	 animales	 de	 inflamación,	
osteoartritis,	dolor	neuropático,	dolor	asociado	cáncer	o	dolor	postoperatorio.	No	obstante,	la	mayoría	
de	ellos	presentan	efectos	adversos	no	deseados,	entre	ellos	hipertermia.	Los	efectos	hipertérmicos	




















en	 la	 región	 intermedia	 lipofílica	 de	 los	 capsaicinoides,	 dando	 lugar	 a	 la	 desactivación	 tópica	 del	
compuesto	in	situ	por	la	actividad	hidrolítica	de	las	enzimas	esterasas	presentes	en	la	piel.	Por	tanto,	






§ Aplicar	 los	 conocimientos	 teóricos	 cursados	 a	 lo	 largo	 del	 grado	 a	 nivel	 práctico	 en	 un	
laboratorio	de	investigación	científica.	
§ Descubrir	 nuevos	 compuestos	moduladores	 con	 actividad	 agonista	 y	 antagonista	 del	 canal	
iónico	TRPV1	mediante	una	plataforma	de	cribado	de	alto	rendimiento.	
§ Caracterización	 de	 propiedades	 farmacológicas	 (potencia,	 citotoxicidad	 y	 selectividad)	 de	
compuestos	 seleccionados	 como	 posibles	 candidatos	 analgésicos	 con	 el	 fin	 de	 evaluar	 su	
potencial	terapéutico.	



















modificada	 con	 5	%	de	 CO2.	Dichas	 células	 se	 encontraban	 en	 presencia	 de	medio	 EMEM	 (Eagle's	






En	 cuanto	 a	 la	 línea	 celular	modelo	 para	 el	 estudio	 de	 citotoxicidad	 de	 los	 compuestos	 indicados	
mediante	ensayos	de	MTT,	se	utilizaron	células	HEK293-WT,	las	cuales	consisten	en	células	humanas	
embrionarias	 de	 riñón	 sin	 modificaciones	 genéticas	 adicionales	 (wild-type).	 Durante	 su	
mantenimiento,	 se	 siguieron	 las	 mismas	 condiciones	 y	 protocolos	 descritos	 para	 la	 línea	 celular	














Durante	 los	 ensayos	 realizados	 a	 lo	 largo	 de	 este	 trabajo,	 se	 recurrió	 al	 empleo	 de	 agonistas	 y	
antagonistas	 conocidos	 del	 canal	 iónico	 TRPV1,	 pudiendo	 emplearlos	 como	 controles	 positivos	 y	
negativos,	respectivamente.	
	
En	 cuanto	 a	 su	 agonista	 natural,	 el	 compuesto	 empleado	 fue	 la	 capsaicina.	 Para	 preparar	 las	
disoluciones	correspondientes	se	utilizó	tampón	de	ensayo	1X	HBSS	(Hanks	Balanced	Salts	Solution)	y	
se	partió	de	una	solución	stock	con	una	concentración	de	33	mM	resuspendida	en	dimetil	sulfóxido	
(DMSO).	 En	 los	 ensayos	 realizados	 con	 capsaicina	 como	 control	 positivo,	 se	 realizaron	 con	 una	




Por	 otro	 lado,	 durante	 los	 ensayos	 de	 selectividad	 en	 el	 receptor	 TRPM8	 su	 agonista	 consistió	 en	
mentol	 como	 control	 positivo,	 a	 una	 concentración	 final	 de	 100	 µM	 en	 pocillo.	 El	 compuesto	





de	 52	 compuestos	 (denominados	 de	 C1	 a	 C52),	 todos	 ellos	 basados	 en	 el	 anillo	 vanilloide	 de	 la	
capsaicina	y	modificados	mediante	la	combinación	de	diferentes	radicales	a	partir	de	una	estructura	













la	 quimioteca	 empleada.	 Los	 radicales	 (R#)	














Para	 finalizar,	 la	 preparación	de	 los	 compuestos	 a	 estudio	 se	 realizó	mediante	 su	 resuspensión	 en	










	 	 3.3.1.	 Introducción	a	la	técnica	
	
Durante	 estos	 experimentos	 se	 empleó	 el	 kit	 de	 ensayo	 Fluo-4	 NW	 (No-Wash),	 un	 indicador	






fluorescente),	 cuyo	enlace	 será	escindido	en	el	 interior	 celular	dando	 lugar	a	 su	 forma	 libre	Fluo-4	







se	encargarán	de	su	activación,	permitiendo	su	unión	a	 iones	calcio	y	 finalmente	dando	 lugar	a	un	
incremento	en	la	fluorescencia.	La	sonda	molecular	Fluo-4	presenta	una	longitud	de	onda	de	excitación	
de	494	nm	y	de	emisión	de	516	nm,	además	de	elevada	sensibilidad.	De	este	modo,	la	adición	de	un	
modulador	 con	 actividad	 agonista	 producirá	 la	 apertura	 del	 receptor	 TRPV1	 y	 en	 consecuencia	 un	
incremento	en	la	concentración	de	Ca2+	citosólico,	provocando	un	aumento	en	la	fluorescencia	emitida	
por	la	sonda	Fluo-4.	Por	el	contrario,	un	compuesto	antagonista	del	canal	iónico	a	estudio	provocará	



















realizada	mediante	esta	técnica	 fluorométrica,	 la	 línea	celular	utilizada	se	trató	de	HEK293-CR1.	En	
esta	ocasión,	las	células	se	siembran	en	placas	de	96	pocillos,	tratadas	previamente	con	una	solución	
0.01	%	de	poli-L-lisina,	a	una	densidad	inicial	de	30	000	células	por	pocillo.	A	continuación,	se	incuban	








Finalmente,	 la	 intensidad	 de	 fluorescencia	 emitida	 por	 las	 células	 en	 función	 de	 la	 acción	 del	
compuesto	añadido	al	pocillo	correspondiente	es	medida	a	 través	del	espectrofotómetro	 lector	de	

























un	aumento	en	 la	 intensidad	de	 fluorescencia	a	partir	 del	ciclo	11.	 Por	otro	 lado,	 la	serie	roja	hace	
referencia	al	control	negativo,	en	la	cual	debido	a	la	presencia	del	antagonista	rojo	de	rutenio	tras	el	




	 	 3.3.3.	 Procesado	de	datos	
	
Una	vez	finalizadas	las	medidas	de	intensidad	de	fluorescencia	durante	20	ciclos,	se	realizó	el	análisis	
de	 los	 resultados	 mediante	 la	 ayuda	 del	 programa	 informático	 Microsoft	 Excel.	 Además,	 para	
determinar	 la	 fiabilidad	 y	 la	 validación	 de	 los	 resultados,	 se	 utilizó	 un	 parámetro	 estadístico	
denominado	factor	Z[31].	Este	valor	fue	descrito	con	el	fin	de	poder	evaluar	ensayos	HTS,	debido	a	la	
gran	 dificultad	 de	 comparar	 directamente	 la	 calidad	 de	 distintos	 experimentos.	 Consiste	 en	 un	
coeficiente	adimensional,	único	para	cada	ensayo	HTS,	cuya	expresión	matemática	es:	
	
𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟	𝑍 = 1 −












De	 este	modo,	 se	 consideran	 ensayos	 de	 alto	 rendimiento	 válidos	 aquellos	 en	 los	 cuales	 el	 valor	
calculado	para	el	factor	Z	se	encuentra	entre	0.5	y	1.	
	
A	 continuación,	 una	 vez	 comprobado	 el	 factor	 Z	 del	 ensayo	 realizado	 y	 por	 tanto	 su	 fiabilidad,	 el	
siguiente	paso	fue	el	estudio	de	los	resultados	mostrados	por	cada	uno	de	los	compuestos	ensayados.	
Para	ello,	 se	 representó	 la	 intensidad	de	 fluorescencia	obtenida	 frente	a	 cada	uno	de	 los	 ciclos	de	
medidas	realizadas,	teniendo	en	cuenta	que	los	compuestos	se	añadían	manualmente	tras	el	ciclo	3,	
tal	y	como	se	ha	descrito	anteriormente.	De	este	modo,	se	determinaron	aquellos	compuestos	que	




























se	 realizó	 la	 representación	 gráfica	 de	 los	 porcentajes	 obtenidos	 en	 función	 del	 logaritmo	 de	 las	
diversas	 concentraciones	de	 compuesto	 (escala	 semilogarítmica),	mediante	el	programa	de	 cálculo	
GraphPad	Prism	7.	Por	último,	con	el	fin	de	ajustar	la	sigmoide	de	la	curva	dosis-respuesta	obtenida	y	




verde	 y	 roja	 corresponden	a	 los	 controles	 positivo	 y	 negativo,	 respectivamente.	 La	 serie	 naranja	 hace	











donde	X	es	el	 logaritmo	de	 la	concentración	de	compuesto	ensayado	e	Y	 la	 respuesta	obtenida.	La	
variable	Ymax	hace	referencia	al	máximo	efecto,	mientras	Ymin	al	mínimo	observado.	El	valor	EC50	o	IC50	






Tras	 la	 finalización	 de	 los	 ensayos	 descritos	 en	 el	 apartado	 anterior,	 se	 estudió	 el	 posible	 efecto	





en	 la	 reducción	metabólica	 del	 bromuro	 de	 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol	 (MTT)	 por	
parte	de	la	enzima	mitocondrial	succinato-deshidrogenasa,	dando	lugar	a	un	compuesto	de	color	azul	
denominado	 formazán.	 De	 este	 modo,	 se	 determina	 la	 funcionalidad	 mitocondrial	 de	 las	 células	
tratadas	 y,	 en	 consecuencia,	 nos	 permite	medir	 la	 supervivencia	 y	 proliferación	 celular,	 siendo	 la	
cantidad	de	células	vivas	proporcional	a	la	cantidad	de	formazán	producido[32].	
	
	 	 3.4.1.	 Metodología	
	
En	este	ensayo	se	emplean	placas	transparentes	de	96	pocillos,	previamente	tratadas	con	una	solución	
0.01	 %	 de	 poli-L-lisina	 para	 permitir	 la	 adhesión	 celular	 y	 a	 continuación	 sembradas	 con	 células	
pertenecientes	a	la	línea	HEK293-WT	a	una	densidad	de	10	000	células	por	pocillo.	A	continuación,	se	
incuban	en	presencia	de	 su	medio	 celular	 correspondiente	durante	un	periodo	de	24	horas,	 a	una	
temperatura	de	37	ºC	y	en	una	atmósfera	modificada	con	un	5	%	de	CO2.	
	













para	 permitir	 la	 formación	 de	 los	 cristales	 de	 formazán	 producido	 por	 las	 mitocondrias	
metabólicamente	 activas	 de	 las	 células	 vivas.	 Una	 vez	 trascurrido	 el	 tiempo	 indicado,	 se	 retira	 el	
contenido	 de	 cada	 pocillo	 para	 añadir	 finalmente	 100	 µL	 de	 DMSO	 puro,	 el	 cual	 permite	 que	 los	




























	 	 3.5.1.	 Metodología	
	
En	 primer	 lugar,	 se	 realizó	 un	 acoplamiento	 global	 entre	 la	 estructura	 cristalográfica	 del	 receptor	
TRPV1	 y	 la	 capsaicina,	 con	 el	 fin	 de	 determinar	 su	 sitio	 de	 unión	 y	 a	 partir	 de	 él	 predecir	 las	
interacciones	 del	 canal	 iónico	 con	 el	 resto	 de	 compuestos	 seleccionados,	 ya	 que	 sus	 estructuras	
moleculares	derivan	de	dicho	agonista.	Para	ello,	se	obtuvo	de	 la	base	de	datos	RCSB	Protein	Data	
Bank	 la	estructura	de	TRPV1	determinada	en	nanodiscos	lipídicos	mediante	microscopía	electrónica	















flexible,	 es	 decir,	 permitiendo	 la	 movilidad	 de	 los	 enlaces	 rotables	 presentes	 en	 su	 estructura	
molecular,	mientras	el	esqueleto	y	la	mayoría	de	cadenas	laterales	de	los	residuos	correspondientes	a	
la	esctructura	del	receptor	permanecen	rígidos.	De	este	modo,	las	cadenas	laterales	indicadas	como	
flexibles	de	 la	proteína	TRPV1	corresponden	a	 los	aminoácidos	Y511	y	T550	de	 la	 subunidad	C	del	
tetrámero,	debido	a	que	numerosos	 trabajos	 sugieren	a	estos	dos	 residuos	como	unos	de	 los	más	













Los	 52	 compuestos	 pertenecientes	 a	 la	 quimioteca	 empleada	 a	 lo	 largo	 de	 este	 trabajo	 fueron	
sometidos	a	un	cribado	inicial	mediante	técnicas	fluorométricas,	tal	y	como	se	detalla	en	su	apartado	
correspondiente	de	Materiales	y	métodos.	De	este	modo,	se	determinó	el	porcentaje	de	efecto	sobre	







los	moduladores	con	actividad	agonista,	mientras	en	rojo	 lo	hacen	aquellos	con	actividad	antagonista;	 en	amarillo	 se	







Los	 resultados	 obtenidos	 han	 permitido	 una	 rápida	 evaluación	 del	 comportamiento	 de	 distintos	
moduladores,	además	de	su	distinción	en	32	agonistas	y	20	antagonistas	del	canal	iónico	a	estudio.	De	
este	modo,	los	datos	obtenidos	convierten	a	la	técnica	descrita	como	una	plataforma	de	cribado	de	
alto	 rendimiento	 (HTS)	 idónea	para	 la	búsqueda	de	 compuestos	moduladores	del	 receptor	 TRPV1.	
Asimismo,	la	baja	variabilidad	en	los	resultados	y	valores	del	factor	Z	obtenidos	en	cada	experimento	
demuestran	 su	 reproducibilidad.	 No	 obstante,	 esta	 técnica	 fluorométrica	 no	 solamente	 aporta	
información	 para	 la	 identificación	 de	 compuestos	 moduladores,	 sino	 también	 permite	 la	
caracterización	de	su	potencia	y	selectividad,	tal	y	como	será	discutido	posteriormente.	
	
En	 definitiva,	 la	 técnica	 fluorométrica	 basada	 en	 una	 sonda	 sensible	 a	 calcio	 empleada	 para	 la	
realización	 del	 cribado	 inicial	 permite	 incrementar	 la	 velocidad	 de	 descubrimiento	 de	 nuevas	





A	 continuación,	 el	 número	de	moduladores	 a	 estudio	 se	 redujo	de	52	 a	 12	mediante	 una	primera	
selección	en	base	a	los	resultados	obtenidos	durante	el	cribado	mediante	fluorescencia,	teniendo	en	









TRPV1	 a	 concentraciones	 crecientes	 de	 moduladores	 agonistas	 o	 antagonistas,	 respectivamente.	









C25	 0.17	±	0.06	 	 C7	 11.58	±	4.55	
C36	 0.28	±	0.08	 	 C12	 0.86	±	0.51	
C37	 0.08	±	0.03	 	 C16	 0.32	±	0.25	
C42	 0.33	±	0.07	 	 C27	 11.04	±	3.52	
C43	 1.05	±	0.19	 	 C28	 14.96	±	6.07	













de	dolor	 crónico,	pudiendo	encontrar	actualmente	diversos	 compuestos	 comerciales	y	en	distintas	
fases	clínicas	basados	en	este	ligando	natural	del	canal	TRPV1.	Entre	ellos,	Qutenza	Astellas	consiste	
en	un	parche	dérmico	con	un	8	%	de	capsaicina	que	se	utiliza	para	tratar	el	dolor	neuropático,	mientras	








Con	 el	 objetivo	 de	 evitar	 la	 acumulación	 de	 capsaicina	 y	 sus	 derivados,	 y	 por	 tanto	 minimizar	 la	
generación	de	efectos	adversos	indeseados,	la	quimioteca	empleada	a	lo	largo	de	este	trabajo	se	ha	







De	 este	 modo,	 a	 diferencia	 de	 los	 productos	 comerciales	 basados	 en	 capsaicina	 comentados,	 los	












ellos	C7,	 C27	 y	C28.	No	obstante,	 destaca	 la	potencia	presentada	por	 los	moduladores	C12	 y	C16,	
ambos	con	valores	IC50	en	un	rango	inferior	a	1	µM.	Figura	10B.	En	concreto,	ambos	muestran	valores	
de	potencia	similares	a	los	descritos	para	SB-705498	(0.30	con	respecto	a	0.32	±	0.25	µM	para	C16)	y	

























Avanzando	 en	 la	 búsqueda	 de	 nuevos	 analgésicos,	 el	 siguiente	 paso	 consistió	 en	 el	 estudio	 de	 la	
toxicidad	de	cada	uno	de	 los	 compuestos	 seleccionados	como	potenciales	moduladores	de	TRPV1.	
Para	 ello,	 se	 realizaron	 ensayos	 de	 viabilidad	 celular	 mediante	 MTT,	 empleando	 distintas	
concentraciones	en	base	a	la	potencia	obtenida	para	cada	compuesto.	Figura	11.	
	
Con	 el	 fin	 de	 estudiar	 la	 citotoxicidad	 inespecífica	 producida	 por	 los	 diversos	 moduladores	
seleccionados	 y	 no	 causada	 por	 cambios	 en	 la	 homeostasis	 del	 calcio,	 estos	 experimentos	 fueron	
realizados	 empleando	 la	 línea	 celular	 HEK293-WT,	 la	 cual	 carece	 de	 modificaciones	 genéticas	
responsables	de	la	sobreexpresión	de	la	proteína	TRPV1.	Este	receptor	consiste	en	un	canal	catiónico	
no	selectivo	cuya	apertura	permite	la	entrada	de	iones	Ca2+	al	compartimento	intracelular,	mientras	
cambios	en	 la	homeostasis	del	calcio	están	relacionados	con	 lesiones	celulares.	De	esta	manera,	 la	
citotoxicidad	 producida	 por	 aquellos	 compuestos	 con	 actividad	 agonista	 capaces	 de	 provocar	 la	
apertura	del	canal	y	en	consecuencia	la	entrada	de	Ca2+	al	interior	celular	será	debida	a	la	acumulación	
de	estos	iones	en	el	citoplasma.	En	concreto,	una	desregulación	en	la	concentración	intracelular	de	
Ca2+	 resulta	 en	 una	 serie	 de	 fenómenos,	 como	 la	 activación	 de	 mecanismos	 de	 señalización	 o	










importante,	 por	 lo	 que	 los	 resultados	 obtenidos	 permiten	 continuar	 con	 la	 caracterización	
farmacológica	de	la	mayoría	de	moduladores	ensayados,	debido	a	la	ausencia	de	toxicidad	significativa	
en	 el	 rango	 de	 concentraciones	 a	 las	 cuales	 son	 activos.	 Sin	 embargo,	 los	 compuestos	 C42	 y	 C52	
presentan	un	86.73	±	7.54	y	73.94	±	8.01	%	de	viabilidad	celular	a	concentraciones	de	1	y	10	µM,	
respectivamente,	lo	cual	no	resulta	adecuado	para	continuar	con	su	desarrollo	en	lo	que	respecta	a	su	




































Figura	 11A	 |	 Caracterización	 de	 la	 citotoxicidad	 de	 los	 compuestos	 agonistas	 seleccionados.	 Representación	 del	




















































la	molécula	 de	 capsaicina,	 por	 ello	 se	 asume	 que	 todos	 los	 análogos	 de	 este	 agonista	 empleados	
durante	 su	 estudio	 computacional	 comparten	 su	 sitio	 de	 unión.	 De	 este	 modo,	 el	 primer	 ensayo	






también	 muestra	 las	 principales	 características	 de	 la	 interacción	 ligando-receptor	 descritas	 en	 la	
bibliografía,	en	lo	que	respecta	a	orientación	y	aminoácidos	implicados	en	la	unión.	Estudios	realizados	
mediante	dinámica	molecular	concluyen	que	la	molécula	de	capsaicina	interacciona	con	el	canal	TRPV1	
en	 un	 bolsillo	 de	 unión	 característico,	 localizado	 en	 un	 loop	 citoplásmico	 entre	 los	 segmentos	



























cual	 realizar	 los	acoplamientos	 locales	correspondientes	entre	 la	proteína	TRPV1	y	cada	uno	de	 los	
compuestos	 seleccionados,	 obteniendo	 así	 los	 parámetros	 teóricos	 de	 dichas	 uniones.	 Todos	 los	
moduladores	ensayados	presentan	las	interacciones	ligando-receptor	más	importantes	descritas	para	
el	agonista	capsaicina,	donde	las	variaciones	en	las	energías	de	unión	calculadas	se	deben	a	diferentes	














C43	 10.52	 19.47	 	 C16	 11.74	 2.47	
C42	 9.99	 47.18	 	 C52	 11.14	 6.81	
C37	 9.62	 87.20	 	 C7	 10.54	 18.94	
C49	 9.60	 91.64	 	 C12	 9.97	 49.03	
C36	 9.50	 108.37	 	 C27	 9.33	 144.26	









Figura	 12	 |	 Representación	 de	 la	 unión	 entre	 el	 canal	 iónico	 TRPV1	 y	 su	 agonista	 capsaicina.	 En	 la	 izquierda	 se	
representa	 una	 vista	 general	 del	 tetrámero	 TRPV1,	mientras	 en	 la	 derecha	 se	muestra	 una	 ampliación	 del	 bolsillo	










las	 dos	 moléculas	 con	mayor	 potencia,	 C12	 y	 C16,	 con	 valores	 IC50	 inferiores	 a	 1	 µM,	 muestran	
energías	de	unión	iguales	a	9.97	y	11.74	kcal/mol,	respectivamente.	Por	otro	lado,	el	compuesto	C28	
se	caracteriza	por	presentar	tanto	el	valor	 IC50	más	elevado	(14.96	±	6.07	µM)	como	la	energía	de	






















hidrofóbicas	 con	 los	 residuos	 A546,	 F591	 y	 L669	 (los	 dos	 últimos	 pertenecientes	 a	 una	 subunidad	
adyacente).	De	manera	similar,	el	antagonista	C52	presenta	una	energía	de	unión	de	11.14	kcal/mol,	
además	 de	 todas	 las	 interacciones	 ligando-receptor	 descritas	 anteriormente,	 tanto	 los	 puentes	 de	
hidrógeno	como	el	resto	de	interacciones	hidrofóbicas	con	los	aminoácidos	indicados,	a	excepción	del	
enlace	 por	 puente	 de	 hidrógeno	 entre	 el	 anillo	 del	 capsaicinoide	 y	 E570.	 Adicionalmente,	 este	
























puente	de	hidrógeno	entre	el	anillo	del	modulador	y	el	 residuo	E570	del	 receptor,	 localizado	en	el	



































compuestos	 C11	 y	 C40,	 presentando	 ambos	 una	 energía	 de	 unión	 igual	 a	 6.78	 y	 7.67	 kcal/mol,	
respectivamente.	Los	resultados	muestran	que	el	modulador	C11	es	capaz	de	girar	sus	enlaces	rotables	





Para	 finalizar,	 el	 número	 de	moduladores	 a	 estudio	 se	 redujo	 de	 12	 a	 4	 en	 base	 a	 los	 resultados	
obtenidos	en	los	ensayos	anteriores	de	potencia,	citotoxicidad	y	acoplamiento	molecular,	los	cuales	
han	sido	previamente	discutidos.	De	este	modo,	2	compuestos	con	actividad	agonista	(C37	y	C49)	y	2	






























El	 cribado	 inicial	permitió	 comprobar	 cómo	 la	quimioteca	de	 capsaicinoides	empleada	es	 capaz	de	
modular	 la	 actividad	 del	 canal	 iónico	 TRPV1,	 pero	 el	 siguiente	 paso	 consistió	 en	 determinar	 la	
selectividad	 de	 los	 compuestos	 seleccionados	 en	 el	 apartado	 anterior	 en	 otro	 miembro	 de	 la	
superfamilia	TRP.	Para	ello,	se	empleó	la	isoforma	TRPM8	expresada	en	la	línea	celular	HEK293-CR1,	






























resultados	 obtenidos	 para	 cada	 uno	 de	 los	 4	 compuestos	 seleccionados	 anteriormente	 a	 las	
concentraciones	de	1,	10	y	100	µM.	En	verde	aparecen	los	moduladores	con	actividad	agonista,	mientras	











(HTS)	 idónea	 para	 la	 búsqueda	 e	 identificación	 de	 moduladores	 del	 receptor	 TRPV1.	 La	





obtenidos	 en	 el	 cribado	 inicial,	 ha	 permitido	 continuar	 con	 la	 realización	 de	 estudios	más	
complejos	correspondientes	a	su	caracterización	farmacológica.	
	






§ Las	 técnicas	 de	 acoplamiento	 molecular	 también	 han	 contribuido	 en	 la	 predicción	 de	 las	
interacciones	entre	el	canal	TRPV1	y	diversos	compuestos	moduladores,	los	cuales	se	unen	en	
el	 mismo	 bolsillo	 vanilloide	 descrito	 para	 el	 agonista	 capsaicina.	 Entre	 las	 principales	
interacciones	 ligando-receptor	 estudiadas,	 destaca	 la	 formación	 de	 enlaces	 por	 puente	 de	
hidrógeno	con	los	aminoácidos	Y511,	T550	y	E570	del	receptor,	junto	con	la	posible	causa	de	
la	 actividad	 antagonista	 mostrada	 por	 algunos	 moduladores,	 un	 enlace	 por	 puente	 de	










El	 estudio	 realizado	 en	 este	 trabajo	 constituye	 la	 fase	 inicial	 de	 caracterización	 de	 compuestos	
moduladores	de	una	diana	con	potencial	farmacológico,	como	es	el	termorreceptor	TRPV1.	Por	tanto,	
continuar	 investigando	 la	 capacidad	 terapéutica	 de	 estas	 moléculas	 implicará	 profundizar	 en	 su	
estudio	 y	 con	 ello	 descubrir	 su	 mecanismo	 de	 acción,	 recurriendo	 a	 la	 realización	 de	 ensayos	







Adicionalmente,	 análisis	 sobre	 costes	 de	 producción	 y	 estabilidad	 química	 de	 cada	 uno	 de	 los	
diferentes	compuestos	serán	importantes	en	lo	que	respecta	a	su	aplicación	farmacológica.	
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R1	 R2	 R3	 R4	 m	 10	µM	 100	µM	 	
C1	 CH3	 H	 H	 c	 1	 69.85	±	12.66	 74.41	±	13.65	 -	 -	
C2	 CH3	 H	 H	 d	 1	 54.08	±	4.19	 59.86	±	13.44	 -	 -	
C3	 CH3	 H	 H	 e	 1	 47.91	±	10.32	 51.71	±	5.72	 -	 -	
C4	 CH3	 H	 H	 f	 1	 35.82	±	3.48	 42.16	±	1.02	 -	 -	
C5	 CH3	 I	 H	 g	 1	 -13.98	±	5.98	 -34.69	±	5.85	 -	 -	
C6	 CH3	 I	 H	 c	 1	 -21.80	±	5.41	 -74.23	±	11.11	 -	 -	
C7	 CH3	 I	 H	 d	 1	 -31.23	±	8.34	 -103.91	±	2.83	 11.58	±	4.55	 10.54	
C8	 CH3	 I	 H	 h	 1	 34.94	±	5.51	 49.88	±	6.24	 -	 -	
C9	 CH3	 I	 H	 e	 1	 -20.48	±	9.67	 -97.37	±	5.44	 -	 -	
C10	 CH3	 I	 H	 f	 1	 -8.35	±	4.10	 -25.71	±	3.07	 -	 -	
C11	 CH3	 I	 H	 i	 1	 38.89	±	3.53	 51.50	±	3.61	 -	 -	
C12	 CH3	 I	 H	 j	 1	 -43.18	±	10.07	 -100.76	±	3.25	 0.86	±	0.51	 9.97	
C13	 CH3	 H	 a	 h	 1	 49.65	±	11.97	 69.70	±	5.46	 -	 -	
C14	 CH3	 H	 b	 h	 1	 58.76	±	2.33	 74.31	±	2.72	 -	 -	
C15	 CH3	 I	 H	 k	 1	 -14.44	±	2.27	 -21.99	±	3.75	 -	 -	
C16	 CH3	 I	 H	 l	 1	 -77.28	±	17.85	 -107.26	±	3.55	 0.32	±	0.25	 11.74	
C17	 CH3	 I	 H	 m	 1	 -21.85	±	2.85	 -59.42	±	1.79	 -	 -	
C18	 CH3	 H	 H	 m	 1	 29.43	±	14.90	 49.97	±	1.62	 -	 -	
C19	 CH3	 H	 H	 k	 1	 25.59	±	4.29	 30.37	±	5.64	 -	 -	
C20	 CH3	 I	 H	 n	 1	 29.35	±	1.46	 31.05	±	4.06	 -	 -	
C21	 CH3	 H	 H	 n	 1	 79.31	±	6.41	 88.77	±	4.60	 -	 -	
C22	 CH3	 H	 H	 i	 1	 54.74	±	17.75	 80.86	±	6.96	 -	 -	
C23	 CH3	 H	 H	 o	 1	 73.32	±	12.83	 84.16	±	4.50	 -	 -	
C24	 CH3	 H	 H	 p	 1	 68.45	±	17.20	 83.03	±	1.79	 -	 -	
C25	 CH3	 H	 H	 q	 1	 77.19	±	11.95	 94.30	±	2.76	 0.17	±	0.06	 8.55	
C26	 CH3	 H	 H	 r	 1	 73.80	±	17.42	 92.50	±	4.61	 -	 -	
C27	 CH3	 I	 H	 o	 1	 -23.14	±	7.81	 -84.39	±	13.90	 11.04	±	3.52	 9.33	
C28	 CH3	 I	 H	 p	 1	 -25.23	±	7.63	 -97.26	±	6.36	 14.96	±	6.07	 8.52	
C29	 CH3	 I	 H	 s	 1	 -17.27	±	4.75	 -21.82	±	9.50	 -	 -	
C30	 CH3	 I	 H	 r	 1	 -25.08	±	5.87	 -30.85	±	12.46	 -	 -	
C31	 CH3	 I	 H	 t	 1	 -21.06	±	7.05	 -21.74	±	5.88	 -	 -	
C32	 CH3	 I	 H	 q	 1	 26.68	±	12.26	 68.11	±	8.91	 -	 -	
C33	 CH3	 H	 H	 s	 1	 75.96	±	9.86	 86.65	±	3.38	 -	 -	
C34	 CH3	 H	 H	 t	 1	 60.84	±	12.80	 80.85	±	5.45	 -	 -	
C35	 CH3	 H	 H	 h	 1	 47.40	±	14.56	 69.56	±	6.23	 -	 -	
C36	 CH3	 H	 H	 l	 1	 71.66	±	2.49	 84.74	±	9.72	 0.28	±	0.08	 9.50	
C37	 CH3	 H	 H	 j	 1	 74.80	±	8.30	 88.00	±	3.49	 0.08	±	0.03	 9.62	
C38	 CH3	 H	 H	 g	 1	 75.69	±	6.25	 85.48	±	8.81	 -	 -	
	
Tabla	I	|	Detalle	de	la	estructura	química	de	los	moduladores	constituyentes	de	la	quimioteca	empleada,	junto	con	sus	











R1	 R2	 R3	 R4	 m	 10	µM	 100	µM	 	
C39	 CH3	 H	 H	 u	 1	 28.70	±	9.97	 33.16	±	4.59	 -	 -	
C40	 CH3	 I	 H	 u	 1	 63.29	±	17.41	 83.10	±	5.79	 -	 -	
C41	 H	 I	 H	 n	 2	 -8.26	±	1.53	 -31.06	±	4.18	 -	 -	
C42	 H	 H	 H	 n	 2	 75.76	±	6.84	 100.50	±	9.89	 0.33	±	0.07	 9.99	
C43	 H	 H	 H	 l	 2	 100.14	±	9.01	 112.22	±	9.64	 1.05	±	0.19	 10.52	
C44	 H	 I	 H	 l	 2	 -46.30	±	12.70	 -88.47	±	5.67	 -	 -	
C45	 H	 H	 H	 q	 2	 78.48	±	4.61	 81.51	±	6.46	 -	 -	
C46	 H	 I	 H	 q	 2	 -6.66	±	3.75	 -11.96	±	6.03	 -	 -	
C47	 H	 H	 H	 r	 2	 79.04	±	6.59	 89.13	±	11.24	 -	 -	
C48	 H	 I	 H	 r	 2	 -7.98	±	4.64	 -10.18	±	7.55	 -	 -	
C49	 H	 H	 H	 n	 1	 83.71	±	6.00	 87.56	±	3.99	 0.03	±	0.01	 9.60	
C50	 H	 I	 H	 n	 1	 -12.15	±	6.78	 -12.23	±	9.31	 -	 -	
C51	 H	 H	 H	 l	 1	 76.96	±	5.17	 77.42	±	9.58	 -	 -	

























	m	Figura	 I	 |	 Fórmula	Markush.	 Estructura	química	
común	 para	 los	 52	 compuestos	 ensayados.	 Los	




























































Figura	 II	 |	 Estructura	 química	 de	 los	 diferentes	 sustituyentes	 de	 la	
quimioteca.	Representación	de	los	posibles	radicales	R2	y	R3	de	la	fórmula	
Markush,	junto	con	su	letra	correspondiente	en	la	Tabla	I.	
